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Spp : Plusieurs especes
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Introduction

Les champignons intéressent la médecine a plus d’un titre. Le fait que certains grands
champignons sont vénéneux est connu depuis les temps les plus anciens, le role des
champignons microscopiques en pathologie est en revanche, de connaissance beaucoup plus
récente (Ripert, 2013).

Au cours des deux derniéres décennies, I’incidence des infections fongiques a
augmenté de fagon considérable. Le nombre de champignons incriminés en pathologie
humaine est passé de moins d’une trentaine d’espéces dans les années 50 a plus de 400

aujourd’hui et ce chiffre ne cesse d’augmenter (Chebasse et al., 2009).

Si les maladies et les traitements ont évolué, les champignons impliqués dans ces
pathologies se sont, eux aussi diversifiés. On observe en effet 1’émergence d’espéces
auparavant inconnus du milieu médical, ainsi que la réémergence d’espéces au pouvoir
pathogéne établi mais qui sont responsables de nouvelles formes cliniques et le transfert

d’especes d’un pays a un autre est, essentiellemen,t lié a la migration (Chebasse et al, 2009).

Certains champignons ne provoquent que des mycoses superficielles touchant la peau,
les ongles et les cheveux tandis que d’autres pénétrent plus profondément et provoquent des

atteintes sous-cutanées ou profondes (Bouchara et al, 2009).

Les mycoses évoluent chez I’homme selon un mode chronique et volontiers
récidivant, elles prennent des aspects cliniques trés variés, dégageant I’importance du
prélevement mycologique et du diagnostic qui doivent étre systématique avant la mise en

ceuvre du traitement (EI Hassani, 2013).

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a mettre en exergue les différentes
mycoses diagnostiquées a 1’établissement hospitalier Didouche Mourad. Pour ce faire notre

modeste travail s’articule autour de deux parties :

> La premiere partie consiste en une revue bibliographique sur les différents types de
mycoses ainsi que leurs principaux agents pathogeénes, leur épidémiologie, leurs

aspects cliniques et les différentes techniques de diagnostic.



Introduction

> La seconde partie est dédiée a la méthodologie suivie a travers laquelle toutes les
manipulations effectuées seront décrites. Pour une meilleure exploitation, les
résultats obtenus seront présentés sous forme de tableaux et de graphiques et

discutés.

Enfin, ce travail sera cl6turé par une breve conclusion en mettant le point surtout sur

les moyens préventifs a adopter afin d’éviter ces infections opportunistes.
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Chapitre | Genéralités sur les mycoses

I.1. Généralités et définition des mycoses
Les mycoses sont des maladies provoquées par des champignons microscopiques
dénommés mycetes (plus précisément micromycétes, par opposition aux macro-mycetes,

champignons visibles dans 1’environnement), susceptibles de vivre en parasite chez ’homme

(ANOFEL, 2016).

Pour les dénominations de ces mycoses, le nom de Iinfection fongique dérive
habituellement du nom du champignon en lui ajoutant le suffixe —ose. Ainsi, la pathologie a
Candida s’appelle candidose, a Aspergillus aspergillose, & Alternaria, alternariose, etc...
Dans certains cas, devant ’augmentation du nombre d’especes incriminées dans la pathologie
fongique (moisissures de 1’environnement), 1’utilisation d’un terme regroupant des ensembles
est aujourd’hui admise (par exemple, Zygomycoses : champignons a filaments non
cloisonnées). Parfois, la dénomination de la mycose dérive du nom de la partie du corps
atteinte. Ainsi, pour les mycoses de la peau ou du derme, on utilise la terminologie
dermatomycose, pour 1’ongle celle d’onychomycose, pour les lésions du conduit auditif celle
d’otomycose, etc... (Chabasse et al., 2013).

De méme, le nom traditionnel de certaines mycoses est toujours d’actualité .ainsi on continue
de nommer les mycoses des pieds a dermatophytes et/ou & Candida : les (pieds d’athlétes). 11
en est de méme pour le mot teigne, tres largement usité, qui définit le parasitisme fongique
des cheveux mais aussi de la barbe, de la moustache et des poils en général. La nomenclature

des mycoses n’est donc pas homogene (ANOFEL, 2016).

|.2. Différents types de mycoses

Les mycoses sont I’ensemble des manifestations pathologiques provoquées par la présence
d’un champignon dans I’organisme (ANOFEL, 2016). Selon la localisation, les mycoses
peuvent étre réparties en trois grands groupes :

e les mycoses superficielles.

e les mycoses sous cutanées.

e les mycoses profondes.

1.2.1. Mycoses superficielles
Les mycoses superficielles sont des infections dues a des champignons microscopiques se
développant dans la couche cornée de I’épiderme et dans les structures kératinisées des

cheveux, poils et des ongles (Contet-Audonneau et Schmutz, 2001). Elles occupent une place

3
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importante en pathologie dermatologique (Benmezdad et Moulahem, 2013) et font partie des
infections dermatologiques les plus fréquente et sont d’évolution bénigne chez la majorité des

patients.

Les champignons responsables de ces mycoses peuvent étre des champignons
filamenteux (Dermatophytes) ou des levures mais tres rarement des moisissures. Plusieurs
champignons filamenteux peuvent y étre incriminés dont les dermatophytes et les levures
sont essentiellement représentées par le genre Candida. D’autre levures sont également mises
en cause, parmi lesquelles le genre Trichosporon et le genre Malassezia (Tableaul) (Figure 1)
(Contet-Audonneau et Schmutz, 2001).
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Tableau 1: Classification simplifiée des mycoses cutanées ou cutanéo-muqueuses et de leurs
principaux champignons (ANOFEL, 2016).

Mycoses cosmopolites

Dermatophyties (ou dermatophytoses)

Teigne tondante a grandes plaques

Microsporum canis, M. audouinii

Teigne tondante a petites plagues

Trichophyton soudanense, T. tonsurans, T. violaceum

Teigne inflammatoire ou suppurée, kérions et
sycosis, folliculites

Trichophyton mentagrophytes, T. verrucosum

Teigne favique

Trichophyton schoenleinii

Epidermophyties ou dermatophyties

T. rubrum, T. mentagrophytes, T. verrucosum, M. canis

Intertrigo (atteinte des plis) : principalement des pieds

T. rubrum, T. interdigitale, Epidermophyton floccosum

Onychomycose (atteinte des ongles) : des pieds

T.rubrum, T. interdigitale

Onychomycose des mains

T. rubrum

Kératodermie palmoplantaire

T. rubrum

Levuroses cutanées

Intertrigo a Candida

Candida albicans

Onyxis et périonyxis a Candida

C. albicans

Pityriasis versicolor

Malassezia (M. furfur, autres Malassezia)

Dermite séborrhéique

Malassezia sp.

Pityriasis capitis

Malassezia sp.

Autres mycoses cutanées a champignons noirs, ou

Dématiés

Phaeohyphomycoses*

Exophiala sp. et autres dématiés*

Alternariose cutanée*

Alternaria *

Mycoses tropicales ou endémiques

Chromoblastomycoses™

Fonsecaea pedrosoi*, Fonsecaea compacta™,
Cladophialophora carrionii*, Phialophora verrucosa*

Mycétomes fongiques™

A grains noirs : Madurella mycetomatis*, Leptosphaeria
senegalensis*

A grains blancs : Scedosporium apiospermum*, Fusarium
sp.*, Aspergillus sp.

Sporotrichose*

Sporothrix schenckii*

Zygomycoses tropicales :
Basidiobolomycose*
Conidiobolomycose*

Basidiobolus ranarum*
Conidiobolus coronatus*
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a. Dermatophytose plantaire squameuse b .Dermatophytose de la peau glabre
Feuilhade de chauvin, 2011). Bonnetblanc, 2008).

c. Dermatophytose palmaire d. Leuconychie superficielle
Bonnetblanc, 2008). (Scrivener, 2011).

e Teigne tondante microsporique f. Dermatophytose du bras : Placard circiné
(Drillon etal., 2011). (Feuilhade de chauvin, 2011).

Figure 1 : Formes cliniques de mycoses superficielles

a. Dermatophytose plantaire squameuse (Feuilhade de chauvin, 2011).
b.Dermatophytose de la peau glabre Bonnetblanc, 2008).

c. Dermatophytose palmaire (Bonnetblanc, 2008).

d. Leuconychie superficielle (Scrivener, 2011).

e. Teigne tondante microsporique(Drillon et al., 2011).

f. Dermatophytose du bras : Placard circiné (Feuilhade de chauvin, 2011).
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1.2.2. Mycoses sous cutanées

Sont des infections chroniques localisées dans la peau et les tissus sous-cutanées. Elles
sont dues a des champignons présents dans le milieu extérieur, sol ou végétaux. Leur
transmission se fait suite a 1’inoculation transcutanée des pathogénes telluriques chez les
sujets les plus souvent immunocompétents. Majoritairement tropicales, elles frappent des
populations rurales. Elles comprennent les mycétomes fongiques (Figure 2) ou eumycétomes,
les chromo-blastomycoses, et aussi de nombreux phaeohyphomycétes, ainsi que la
sporotrichose appartenant aux champignons dimorphiques (Chabasse, 2011).

Il existe d’autres mycoses sous-cutanées spécifiquement tropicales beaucoup plus
exceptionnelles a 1’épidémiologie mal connue, comme lobomycose due a Lacazia loboi et
endomophtoromycoses dont les principaux agents sont Conidioblus coronatus et Badidioblus
ranarum (Figure 2) (Develoux, 2011).

a. Mycétome du pied gauche b. Grains noirs a Madurella mycétomatis
(Elmaataoui et al., 2011). (Develoux et Enache-Angoulvant, 2011).

-

e < P - -
v |
c. Chromoblastomycose : 1ésions du pied d. Sporotrichose : Iésions de I’avant-bras
(Kah, 2011). (Kah, 2011).

Figure 2 : (a-b-c-d) : Formes cliniques de mycoses sous-cutanées
a. Mycétome du pied gauche (Elmaataoui et al., 2011).
b. Grains noirs a Madurella mycétomatis (Develoux et Enache-Angoulvant, 2011).
c. Chromaoblastomycose : lésions du pied (Kah, 2011).
d. Sporotrichose : lésions de 1’avant-bras(Kah, 2011).
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1.2.3. Mycoses profondes

Les mycoses profondes ou systémiques (infections fongiques invasives), souvent
séveres, présentent une symptomatologie clinique variée et non spécifique, ce sont des
infections du corps. Elles peuvent étre opportunistes ou dimorphiques, leur diagnostic repose
sur un faisceau d’arguments épidémiologique, clinique, radiologique, histologique et
biologique qui place le laboratoire de mycologie en premiére ligne dans la prise en charge des
patient (Aoufi, 2005).

Les mycoses profondes occupent une place plus importante dans la pathologie
infectieuse, on distingue deux catégories :
e Les mycoses cosmopolites opportunistes.

e Les mycoses exotiques rares (Tableau 2) (Aoufi, 2005).
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Tableau 2 : Classification simplifiée des mycoses profondes ou disséminées et de leurs principaux
Champignons responsables (ANOFEL, 2016).

Mycoses cosmopolites opportunistes

Levuroses

Candidoses Candida albicans, autres Candida spp.
Cryptococcoses Cryptococcus neoformans, autres cryptocoques
Trichosporonoses* Trichosporon spp.*

Autres levuroses* Rhodotorula spp.*, Saccharomyces spp.*

Mycoses a champignons filamenteux

Mucormycoses Mucor spp. Rhizopus spp., Lichtheimia spp., Rhizomucor
Aspergilloses ZS[E:&.rgillus fumigatus, Aspergillus spp.

Fusarioses Fusarium spp.

Scedosporioses Scedosporium spp.

Alternarioses et autres phaeohyphomycoses Alternaria spp.*, Exophiala spp.*, Bipolaris spp.*,
profondes Aureobasidium spp.*

Mycoses tropicales ou endémiques et/ou a champignons
dimorphiques
Histoplasmoses Histoplasma var. capsulatum
Histoplasma var. duboisii

Blastomycose* Blastomyces dermatitidis*
Coccidioidomycose* Coccidioides immitis*
Paracoccidioidomycose* Paracoccidioides brasiliensis*

Pénicilliose Talaromyces marneffei (ex-Penicillium marneffei)

Mycoses inclassables

Pneumocystose Pneumocystis jirovecii
Microsporidioses (traitées dans le chapitre 3 « Enterocytozoon bieneusi
Autresprotozooses intestinales ») Encephalitozoon intestinalis
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Chapitre 11 Les champignons responsables des infections fongiques

I1.1. Généralités

Les mycétes, variable eucaryote, constituent un regne (Fungi) distinct des plantes et du
regne animal. Les champignons assurent leur nutrition uniquement par absorption a partir du
mycélium (réseau filament). Les micromycetes vivent le plus souvent en saprophytes dans le
milieu extérieur a partir de substrats organiques en décomposition. Les mycétes vivent en
commensaux chez I’homme sans occasionner de lésions (par exemple, Candida spp.). lls
vivent parfois en parasites, d’ou le terme de mycoses pour désigner les lésions qu’ils
occasionnent (ANOFEL, 2016).

Il existe plus de 3700 genres et 100000 especes de champignons. On incrimine aujourd”hui
quelques 400 especes fongiques impliquées dans un processus pathologique chez 1’homme ;
elles ne dépassaient pas la vingtaine dans les années cinquante. Les raisons de cette
augmentation sont en rapport avec les nouvelles pratiques médico-chirurgicales et de
ranimation, les états de réceptivité de 1’hote, les thérapeutiques immunosuppressives,
développement de la transplantation d’organes ou de tissus (greffes de moelle) ou encore la
survenue de nouvelles pathologies immunosuppressives comme le sida (ANOFEL, 2016).

La notion de « champignons opportunistes » est née de ces situations ou ’homme « plus
vulnérable », devient « plus réceptif » a des especes fongiques issues de I’environnement ou
déja présentes dans 1’organisme « hote », dont le pouvoir pathogéne est quasi nul chez le sujet

sain (Chabasse et al., 2013).

Selon leur aspect morphologique, on distingue trois types de mycetes: filamenteux

levuriformes et dimorphiques (Chabasse, 2011).

11.2. Différents types de champignons

En biologie médicale, trois groupes de micromycetes sont rencontreés :
» Champignons filamenteux dont les dermatophytes et les moisissures.
» Levures.
» Champignons dimorphiques (Valeix, 2016).
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11.2.1. Les Dermatophytes

11 .2.1.1. Définition

Ce sont des champignons microscopiques filamenteux a mycélium cloisonne,
organismes eucaryotes, pourvus de noyaux avec une membrane nucléaire, chromosome et
nucléoles. lls sont hétérotrophes, immobiles, se nourrissent par adsorption de matiéres
organiques et se reproduisent par I’intermédiaire de spores, ils possédent une paroi résistante,

faite de polysaccharide (kdada, 2012).

Les dermatophytes constituent un groupe adapté a la kératine humaine et animal, la
peau, et les phanéres (ongles, cheveux, poils) sont les sites privilégiés de ces champignons.

Elles provoquent des infections dites les dermatophyties (Monode et al, 2014).

D’apres leur origine, on distingue trois groupes :

* Des espéces anthropophiles : issues exclusivement de I’homme. Leur transmission est
interhumaine, elle peut étre directe ou indirecte.

* Des especes zoophiles : issues de I’animal, elles sont transmises accidentellement a
I’homme,soit par un contact direct ou indirect avec un animal infecté ou porteur sain.

* Des especes telluriques ou géophiles : qui se trouvent dans le sol, elles parasitent

Accidentellement I’homme a la suite d’un contact tellurique (Figure 3) (Chabasse et al., 2004).

[ Les dermatophytes ]
I

W WV W
[ Espéces anthropophiles ] [ Espéce zoophiles ] [ Espéces telluriques ]
\L \‘ ’J/ L 4
KT . Fubrum KT . mentagrophytes \

-M. gypseum

-T. Tonsurans
-T. soudanense
-T. violaceum

-M. audouinii var.
langeronii
-T. schoenleinii

\—E. floccosum

/

(chat, chien, lapin,
souris).

-T. erinacei
(hérisson).

-T. verrucosum
(bovins, ovins)
-M. canis (chat,

\\chien).

/

Figure 3: Origine des principaux dermatophytes (Chabasse et al., 2004).
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I1.2.1.2. Biologie et Structure

Les dermatophytes sont des champignons filamenteux, entourés d’une paroi
chitineuse et polysaccharidique (galactomannes). Ce sont des aérobies qui poussent
a une température entre 25° C a 30° C et a un pH adéquat variant de 5 a 7. Ces
microorganismes ont besoin d’eau, d’une source de carbone et d’une source d’azote pour

se développer, certains d’entre eux nécessitent des vitamines (Ripert, 2013).

11.2.1.3. Répartition géographique

La majorité des dermatophytes sont cosmopolites (Figure 4), c'est-a-dire retrouvés
dans tous les continents comme E. floccosum, M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes,
d’autres restent localisés dans des zones spécifiques comme M. ferrugineum en Asie et en
Afrique (Dieng et al., 2000 ; Soussi et al., 2007). T. violaceum en Afrique du Nord (Figure
5), T. soudanense en Afrique, T. audouinii en Afriqgue de 1’Ouest et centrale, T.
concetricum en Asieet I’Indonésie (Chabasse et al,. 1999).

Ces localisations peuvent étre modifiées suite a de grands brassages de populations,
a des progres thérapeutiques et au développement des conditions d’hygiéne par exemple M.
audouinii et T. tonsorans sont devenus rares en France et T. rubrum a envahi le monde et
M. canis trés fréquent en Europe et au Maghreb ou les animaux sont affectionnés (Beghin
1974 ; Bouchet et al., 1986). A cause du flux migratoire et des pratiques professionnelles
T. tonsurans, agent de teigne en Amérique, a provoqué en France des épidémies (Chabasse
et al., 2009). De méme il s’est étendu au Japon puis a travers le monde via les compétitions

et les différents sports (Esteve et al., 2006 ; Poisson et al., 2007 ; Shiraki et al., 2009).

I 7 concentricum [ T soudanense
- W 7. ronsurans W 7 violaceum

Figure 4 : La répartition géographique de T. concentrium, T. soudanense, T.
tonsurans, T.violaceum (Chabasse et al., 2004).
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BEER M. ferrugineum T Ml

Figure 5 : La répartition géographique de M.ferrugineum et de M.langeronii

(Chabasse et al., 2004).

11.2.1.4. Classification des dermatophytes

La classification actuelle des dermatophytes repose sur les modalités de la
conidiogéneése qui aboutit a la formation des microconidies et des macroconidies. Ces deux
types de spores, par leur morphologie et leur abondance, permettent la distinction de trois
genres:

» Microsporum.
» Trichophyton.
» Epidermophyton (Chabasse, 2004).

11.2.1.4.1. Legenre Microsporum

Ce genre regroupe plusieurs espéces dont les plus fréquentes sont M. Canis qui
affecte I’épiderme, les poils et plus rarement les ongles (Louaisils, 2008). Ce genre est
caractérisé par la présence des macroconidies fusiformes a paroi épaisse et rugueuse, de
grandes tailles(40 a 60 um sur 8 a 20 um) et aussi par des microconidies piriformes parfois
rondes (figure 06). Il regroupe une dizaine d’especes dont cing peuvent étre retrouvées en
métropolitaine, et aussi retrouvées chez I’homme, elles attaquent la peau et les cheveux, et
rarement les ongles : M. canis, M. audouiniivar langeroni, M. persicolor, M. gypseum
(Chabasse et al., 2004).
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Figure 6: Aspect microscopique du genre Microsporum (Louaisie, 2014).

11.2.1.4.2. Le genre Trichophyton

On trouve dans ce genre plus de 20 espéces de dermatophytes parmi eux seuls une
dizaine qui infectent la peau et les phanéres de I'étre humain. Dans ce genre, on peut détecter
deux especesles plus incriminées dans les onychomycoses : T. rubrum et T. mentagrophytes
var interdigitale(Lange et al, 2006).

Les espéces classées dans ce genre sont : T. rubrum, T.verrucosum, T. schoenleinii,
T. violaceum. Certaines produisent des spores d’autres des macroconidies & paroi septée
mince et lisse de petite taille et aussi des microconidies rondes ou piriformes (Figure 7)
(Delorme et Robert, 1997).

Figure 7: Aspect microscopique du genre Trichophyton (Louaisie, 2014).
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11.2.1.4.3. Genre Epidermophyton

Le genre Epidermophton qui ne comprend qu’une seule espéce, Epidermophyton
floccosum qui est caractérisée par I’absence des microconidies et par la présence des
macroconidies aparoi mince en forme de massue (Figure 8) (Chabasse et al., 2002). Parasite
de I’homme, ce genre est a 1’origine des I€sions de la peau et ne touche ni les cheveux ni les

poils et attaque rarement les ongles (Delorme et Robert, 1997 ; Anofel, 1998).

Figure 8 : Aspect microscopigue du genre Epidermophyton
(Louaisie, 2014)

11.2.1.5. Aspect en culture

11.2.1.5.1. Aspects macroscopique

La premiére chose & prendre en considération apreés la mise en culture, est I’aspect
macroscopique de la colonie, qui donne déja un certain nombre de renseignements. Il faut
regarder a la fois le recto et le verso de la boite de culture.

¢ Le recto: la colonie peut étre duveteuse, cotonneuse, glabre, poudreuse, les couleurs
sont variables : souvent blanchatre, parfois jaunatre, chamoiseuse.
% Le verso: il est trés souvent coloré. Les couleurs sont variables: jaune, orangé, pourpre

acajou ou encore brun (Chermette et Busserias, 1993).
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11.2.1.5.2. Aspects microscopiques
Les filaments mycéliens qui sont de 2 a 4 um de diamétre, a paroi hyaline,
cloisonnés en segments de 20 a 40 um de long. Parfois, I’extrémité distale de chaque

segment apparait renflée. On observe aussi les ornementations et des conidies (macro et

microconidies) (Figure 9) (Moulinier, 2002).
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Figure 9 : EIéments observés a I’examen microscopique (1, 3, 5 aspectdu mycelium;
2, 4 microconidies ; 6, 7 chlamydospores ; 8, 9, 10, 11 organes

d’ornementations ; 12, 13, 14, 15, 18, 19, 20 macroconidies) (Zagnoli et al., 2003)
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11.2.2. Les moisissures

11.2.2.1. Généralités

Les moisissures sont des champignons pluricellulaires microscopiques ubiquistes, a
croissance filamenteuse, composées de milliers de variétés différentes. Elles sont rarement
impliquées dans les mycoses superficielles, mais elles peuvent en revanche s’implanter
sur une infection déja existante et aggraver les symptémes. Les moisissures peuvent étre
responsables de I’onychomycose a part entiére ou étre associées a un dermatophyte ou a une
levure. Les principaux genres impliqués sont Aspergillus sp., Fusarium sp. (Nelly Contet-
Audonneau, 2001).

11.2.2.2. Les principales moisissures
11.2.2.2.1 Fusarium sp.

Fusarium sp. est un champignon saprophyte du sol qui peut entrainer sous certains
facteurs locaux (un traumatisme, un herpes ou une brlure) des mycoses superficielles qui
sont dominées par les onychomycoses et par les kératites.

La Iésion cutanée débute par une papule érythémateuse plus ou moins douloureuse, qui
évoluevers la néecrose et 1’ulcération (Anane et al., 2009).

Le mycélium aérien de Fusarium sp. est parfois cotonneux, les colonies présentent

souvent des couleurs vives, au recto et au verso de la gélose, avec parfois des pigments
diffusibles.

Les couleurs varient avec 1’espece et le milieu de culture, les tons blanchatres a jaunes, roses,
rouges ou pourpres sont les plus fréquemment rencontrés (Summere et al.,, 2003).
L’identification phénotypique est basée sur 1’observation des spores de Fusarium. Quatre
types peuvent étre observés : microconidies, macroconidies, mésoconidies (encore nommée
blastoconidies) ou chlamydospores (Figure 10). Certaines espéces produisent les quatre types

de structure, d’autres non (Lavarde et Hennequin).
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Figure 10: Fructifications et modes de fructification de Fusarium
(A : Monophialide, B : Polyphialides ,C : Macroconidie, D : Microconidies,E:
Chlamydospores, F : Mésoconidie) (Lavarde et Hennequin).

11.2.2.2.2. Aspergillus sp.

Les Aspergillus sont des champignons filamenteux imparfaits, cosmopolites, trés
répandus dans le milieu extérieur et ubiquitaires dans la nature. On les rencontre aussi bien dans
le milieu rural qu’en milieu urbain (Elmrini, 2008). On connait environ 180 espéces
d'Aspergillus, mais moins d'un quart d'entre elles sont a l'origine de maladies humaines connues
(Walsh et al., 2018)

Le genre Aspergillus constitue 1% a 7% des champignons environnementaux dont
les sporessont transportées par l'air et ensuite inhalées. Complétement inoffensif pour la plupart
des gens, cependant, il peut provoquer différentes formes de mycoses chez certains individus.
Ce genre est le plus courant pour infecter divers sites chez les patients immunodéprimés dont la
résistance est diminuée. La forme la plus courante d'aspergillose est la lésion pulmonaire
(Walsh et al., 2018) .

Ces moisissures sont également a 1’origine de diverses mycoses superficielles, telles que les
otomycoses, les kératites, les onyxis et les atteintes cutanées. Aspergillus niger est I’agent le plus
fréeqguemment rencontré (Elmrini, 2008). Généralement rapide, mature en 3 jours ; certaines
espéces ont une croissance plus lente. La surface est d'abord blanche, puis de toutes les nuances de
vert, jaune, orange, marron ou noir, selon l'espece. La texture est veloutée ou cotonneuse. Le

revers est généralement blanc, doré ou brun (Walsh et al., 2018) (Tableau 3).
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Tableau 3 : la différenciation des espéces les plus couramment rencontrées dans e laboratoire

clinique (Walsh et al., 2018).

Morphologie Morphologie lllustration de la
Morphologie microscopique microscopiqudes morphologie
Espéces Pathogénicité . - - . .
macroscopique des conidiophores phialides microscopique
Impliqué dans les Velouté; jaune & vert ou Moyen (400- 800um) | Uniseriées et biseriées
infections brun. Rugueux; piqué; ; couvrent toute la
pulmonaires, R doré 3 . ssicule - pointent
A systémiques, des evers doré a rouge- épineux. vésicule ; pointen
favus sinus, des oreilles et | brun. dans toutes les
autres ; produitdes directions.
aflatoxines.
Cause la plus fréquente Velouté ou poudreux ; Court (<300 um)Lisse Uniseriate ;
d'aspergillose invasive dabord blanc, puis virant au généralement
_p ,g L vert foncé a gris.Revers blanc
disséminée ; agent a havane seulement sur les
fréquentde la sinusite. deux tiers supérieurs o
) de lavésicule,
A.fumigatus T
paralléle & I'axedu
conidiophore.
N\
Le plus Coton profond ; Longue (400- Biseriate ;
souvent dans d'abord blanc a 3000um) Lisse couvre toute la
les infections jaune, puis virant vésicule ; forme
A. niger de l'oreille ; au noir. Revers une téte
fréquemment blanc a jaune "rayonnée".
dans les
aspergillomes ;
rarement disséminé.
Intervient Velouté; d'abord Moyen (200- Biseriate ; vaguement
d’une facon blanc, puis 500pm) Lisse rayonné ; couvre la
occasionnelle jaune, plupart de la vésicule
A. dans les orange,feu, vert (des cellules de
versicolor | Infections ou parfois Hullepeuvent étre
pulmonaires rosé.Revers présentes).
Ou autres. blanc; peut-étre

jaune,orange ou
rouge.
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11.2.3. Les levures

11.2.3.1 Définition

Les levures sont des champignons microscopiques, unicellulaires se multipliant par
bourgeonnement (blastospores) et produisent parfois du pseudomycélium ou méme du vrai
filament mycélien (Chabasse et al., 2010). Leur aspect classique est une levure de forme
ronde ou ovalaire de petite taille (généralement pas plus de 10um) avec ou sans mycélium/
pseudomycélium (ANOFEL, 2016). 1l s’agit d’organismes hétérotrophes ; qui ne peuvent se

développer qu’en présence de matieres organiques (Bouchara et al; 2002).

11.2.3.2. Classification des levures pathogenes
Elles sont représentées essentiellement par les genres Candida, mais il y a aussi

Cryptococcus et Malassezia (tableau 04) (Chevrant-Breton et al; 2007).

Tableau 4 : Principales espéces de levures pathogénes (Chabasse, 2003)

Genre Espéces Distribution géographique
C.albicans Cosmopolite
C.parapsilosis Cosmopolite

Candida C.glabrata Cosmopolite
C.guilliermondi Cosmopolite
C.kefyr Cosmopolite surtout pays tropicaux
C.brumpti Prédomine en Europe

Cryptococcus | Cryptococcus neoformans Cosmopolite

Pityrosporum ou | Pityrosporum orbiculare Cosmopolite
Malassezia Pityrosporum ovale Cosmopolite
Rhodotorula Rhodotorula rubra Cosmopolite
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11.2.3.2.1. Legenre Candida

Les Candida sont des levures commensales, micro-organisme endogenes ou
exogenes, dont le pouvoir pathogéne ne s’exprime qu’en présence de facteur favorisant
locaux ou généraux (ANOFEL, 2014). Ils sont affiliés a la classe des saccharomycetes
(Barnett et al., 2000). Le genre compte un peu moins de 200 especes et regroupe des
levures non pigmentées, non capsulées, a bourgeonnement multilatéral, productrices (Par
exemple C.albicans) ou non (Par exemple C.glabrata). Une vingtaine d’espéces peut étre a

I’origine des manifestations pathologiques (Figures 11 et 12) (Chabasse et al, 2010).

Figure 12: Candidose buccale, muguet (ANOFEL, 2014).

21



Chapitre 11

les champignons responsables des infections fongique

11.2.3.2.1.1. Pathogénicité

Les infections a Candida sont appelées candidoses. Ce genre regroupe de nombreuses

especes dont la plus courante est C. albicans. Cette espéce est une levure commensale des

mugueuses digestives et génitales et n'est jamais présente sur la peau saine. Dans certaines

situations, C.albicans devient pathogéne (passage de sa forme commensale a sa forme

parasitaire) et provoque des lésions cutaneo-muqueuses (Chabasse et Caumes, 2003).

Plusieurs especes de Candida se rencontrent chez I’homme, parmi lesquelles C .tropicalis,

C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. kefyr, C.lusitaniae, C .glabrata. Les espéces

les plus agressives sont C. albicans, C. tropicaliset C. glarata (Tableau 5) (Taied et al., 2011).

Tableau 5: Les principales espéces du genre Candida et leurs manifestations cliniques

(Clere, 2011 ; Cribier et Richard-lallemand, 2007).

Espéce Fréquence Etatsaprophyte Manifestations cliniques

C.albicans +++ Tube digestif Candidoses,cutanéo-
muqueuses,digestives ou
systémiques

C.glabrata ++ Tube digestif, voies [Vaginites,candidosesurinaires

génito-urinaires

C.parapsilosis ++ Peau Candidémies,infections sur
cathéter

C.tropicalis ++ Sol,végétaux,eau Vaginites,candidoses
systémiques

C.krusei ++ Produitslaitiers, Vaginites,candidémies

biére

C.dubliniensis + Cavitébuccale Candidoses orales chez les
patients infectés par le virus de
I’'immuno déficience humaine,
candidémies.

C.qguilliermondii + Produits alimentaires | Endocardites,candidoses
systémiques

C.zeylanoides + Aliments Candidémies
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11.2.3.2.1.2 Caractéres culturaux
Les colonies de levures sont blanc creme. Les champignons de type candida poussent a
37°C en 48h heures environ. Les levures du genre Candida croissent sur de  nombreux
milieux (par exemple le milieu Sabouraud ou bien RAT). Il est difficile de donner I’ensemble

des particularités des différents Candida (Figure 13) (VVaubour, 2007 ; Datry et Sehrine, 2010).

Figure 13 : Candida sp. Aspect macroscopique
des colonies de levure en culture (Walsh et al., 2018).

11.2.3.2.1.3. Morphologie microscopique

Les levures candida apparaissent sous forme arrondie ou ovalaires, de 4 pm a 8 um de
diametre, éventuellement bourgeonnantes (Figure 14) (ANOFEL, 2014).

Figure 14 : aspect microscopique des levures
candida (ANOFEL, 2014).
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11.2.3.2.2. Le genre Cryptococcus

Cryptococcus neoformans est ’espéce la plus fréquente en pathologie humaine. Il
s’agit d’une levure saprophyte du milieu extérieur, elle a chez I’homme un comportement

opportuniste.

La cryptococcose est une mycose cosmopolite due a une levure capsulée du genre
Cryptococcus. Elle peut survenir chez tous les patients immunodéprimés (hémopathies
séveres, sarcoidose, greffes d’organes....), mais c’est dans le cadre du sida qu’elle est la

plus fréquemment rencontree (Figure 15) (Rousseau et al., 2005).

Figure 15 : Lésion cutanée d’une cryptococcose disséminée au
cours del’infection par le VIH (Anofel, 2014).

11.2.3.2.2.1 Morphologie microscopique
La forme parasite de Cryptococcus neoformans est une levure ronde 3 pm a 8 um de
diamétre, entourée d’une capsule muco-polysaccharidique, sans mycélium. Le test a I’encre

de Chine met en évidence, en négatif, la capsule spécifique du genre cryptococcus (Figure 16)
(ANOFEL,2016).
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Figure 16 : Cryptococcus neoformans, levure encapsulée
(ANOFEL, 2014)

11.2.3.2.3. Le genre Malassezia

Les levures du genre Malassezia sont des levures d’actualité ayant connu, dans cette
derniére décennie, une évolution taxonomique importante et un intérét accru en pathologie
humaine et animale. La taxonomie du genre Malassezia a été I’objet d’une grande controverse
depuis la premiére description de M. furfur comme espéce représentative du genre (Ben Salahet

al. 2010). Malassezia furfur, est la principale espéce responsable du Pityriasis versicolor (Figure
17).

R %:‘kw.s’ﬂ

Figure 17 : Pytiriasis versicolor : Iésions hyperpigmentées (Kah, 2011).
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11.2.3.2.3. Morphologie microscopique

Dans le Pityriasis versicolor, due a Malassezia furfur on visualise au microscope

des grappes de levures rondes a paroi épaisse (2 pm a 6 pm de diameétre), associées a des

filaments courts (Figure 18) (ANOFEL, 2016).

Figure 18 : Malassezia furfur, examen direct d’un « scotch test » cutané (ANOFEL, 2016).
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Chapitre 111 Différents types de diagnostic des infections mycosiques

I11.1. Diagnostic au laboratoire

Le processus de diagnostic mycologique d’une mycose comprend les étapes sequentielles

suivantes :

s Le prélevement.
< L’examen direct.
«» La mise en culture.

% L’interprétation des résultats (Chabasse et Pihet, 2008).

I11.1.1. Les différents types de prélévements

Il s'agit d'une étape primordiale du diagnostic mycologique. La qualité du geste de
prélévement et la quantité d’échantillons biologiques prélevés dépendent du succes de toutes
les techniques ultérieures. Le préleveur doit étre familiarisé avec la symptomatologie clinique

de la mycose (Ripert, 2013).

Le diagnostic repose également sur le fait d’interroger le patient pour clarifier
I'historique de la Iésion, la date d'apparition et I'évolution de la maladie. 1l est nécessaire de
trouver d'autres emplacements pour préciser le contexte épidémiologique (profession exposée,

notion de voyage, contamination par les animaux familier..) (Chabasse et Pihet, 2008).

111.1.1.1. Prélevements superficiels

<+ Atteintes de la peau et des phaneres

La technique du préléevement dépend de la symptomatologie des lésions: cibler I'endroit
ou le champignon est actif pour le préléevement, c'est-a-dire dans le niveau du front d'invasion
fongique, a la jonction de la partie saine et de la partie malade de la Iésion. Les cheveux, les

squames et les croQtes seront collectés dans un récipient en verre stérile (Bertholm, 2011).

s Les onyxis

L'extrémité distale de l'ongle affecté et la partie malade doivent étre coupée avec un
coupe-ongles, puis grattez et déplacez vers le bord de la partie saine. Dans le cas de la
leuconychie, il est nécessaire de gratter l'ongle a sa surface. Enfin, dans la dystrophie
unguéale, il faut éliminer les fragments situées a la surface pouvant étre contaminée par des

moisissures avant le retrait de certains fragments d'ongles disponibles (Clere , 2011).

27



Chapitre 111 Différents types de diagnostic des infections mycosiques

« Les lésions cutanées

Les lésions sont grattées a leur périphérie en utilisant un grattoir de Vidal ou une curette,
en s’attardant sur les bourrelets inflammatoires quand ceux-ci sont présents. Le prélévement
mycologique d’un Pytiriasis versicolor se fait par la technique du scotch test : un cellophane
adhésive transparente est appliqué sur les lésions puis collée sur une lame et examiné au

microscope (Feuilhade De Chauvin, 2011).

¢ Les teignes du cuir chevelu

L’examen sous lampe a UV (lampe de Wood) du cuir chevelu permet d’observer des
cheveux fluorescents : en cas de teigne microsporique (fluorescence vert clair) ou favique
(fluorescence vert foncé), les teignes trichophytiques et suppurées (kérions) n’aménent pas a
une fluorescence. Les cheveux suspects sont prélevés (fluorescents) a 1’aide d’une pince a
épiler ou d’une curette. Un écouvillon stérile, est utilisé en cas de lésions suintantes ou

suppurées (Chabasse, 2015).

% Atteintes des muqueuses

Il est particulierement recommandé dutiliser des écouvillons oraux, anaux, nasaux,
auriculaires ou vaginaux pour objectiver la présence de champignons a ces niveaux. Apres
avoir été dilué dans une solution physiologique, I'écouvillon sera utilisé pour un examen
direct, puis étalement (frottis) et coloration (MGG) du produit étalé sur une lame. Un

deuxieme écouvillon sera utilisé pour la culture (Pinel et al. , 2012).

I11.1.1.2. Les prélévements profonds

Pour les urines, le LCR, les selles, et autres liquides de ponction ou d’aspiration, ces
prélevements feront 1’objet d’un examen a 1’état frais a partir de leurs produits centrifugés, Un
frottis sur lame est effectué avec coloration de préférence au MGG. Pour le LCR,
I’application de I’encre de chine est nécessaire en cas de suspicion de cryptococcose. Les

méthodes du prélevement dépendent de la localisation des lésions (Aoufi ,2005).

I11.1.2. Diagnostic direct

111.1.2.1. Examen microscopique direct

L’examen direct permet de visualiser les structures fongique (éléments levuriformes

et/ ou filaments mycéliens) au sein des produits pathologiques. L’aspect des éléments
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fongiques observés ainsi que leur quantité est souvent évocateur du groupe en cause et de la

charge fongique (Drillon et al., 2011).

Il permet également d’affirmer la présence du champignon a 1’état parasitaire au sein
de la lésion et de donner au médecin prescripteur un premier résultat, justifiant la mise en
route d’un traitement spécifique dans I’attente des résultats de la culture (Feuilhade de
Chauvin, 2005).

Cet examen s’effectue soit directement a 1’état frais par montage dans un liquide non
coloré (eau distillée ou sérum physiologique stérile), soit en utilisant un colorant permettant
de mieux visualiser les blastoconidies : bleu au lactophénol, noir chlorazol (Pihet et Marot,
2013).

L’ED des squames et des ongles nécessite un éclaircissement préalable dans la
potasse (KOH a 30 %) ou chlorallactophénol. Par ailleurs, 1’utilisation d’agents clarifiants tels
que le blanc clacofluor (Sigma), a condition de disposer d’un microscope équipé d’une lampe

fluorecente et des jeux filtres adéquats (filtrebleu 400-440 nm) (Pihet et Marot, 2013).

111.1.2.1.1. Résultats potentiels de I’examen direct

Dans les squames et les ongles, I’examen microscopique permet d’observer des
filaments mycéliens (hyphes) réguliers de 3 um a 4 pm de diamétre, cloisonnés et ramifiés,
traversant les cellules cornées. Pour les cheveux et les poils, I’examen au microscope permet,
apres éclaircissement pilaire, de préciser directement le type parasitaire. Selon le
dermatophyte en cause, on reconnait cing types d’atteintes parasitaires classés en deux
groupes (Aoufi, 2011):

> Teignes endothrix : Les éléments fongiques sont présents uniquement a I’intérieur du
cheveu. Deux types d’atteintes sont possibles :

- Type endothrix : éléments fongiques intra pilaires tassés en «sac de noisettes»

remplissant les cheveux.

- Type favique : filaments intra-pilaires polymorphes.
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> Teignes endo-ectothrix : Les filaments sont a I’intérieur et a I’extérieur du cheveu,

avec trois types d’atteintes :

- Type microide : filaments internes et gaine externe de spores trés fines dissosiables en

chainettes.

- Type mégastore : filaments intra pilaires et gaine de grosses spores externes.

- Type microsporique : manchon de petites spores autour du cheveu avec filaments

intra-pilaires (Figurel9) (Tableau 6) (Chabasse et Contet-Audonneau, 2011).

AN, B0 O
ct“\‘(] (I’J‘

Type ecto-endothrix mégasporique

Figure 19 : Différents types de parasitisme pilaire par les dermatophytes
(Chabasse et Contet-Audonneau, 2011).
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Tableau 6: Especes de dermatophytes incriminés selon le type de parasitisme pilaire (Kah, 2011).

Type de parasitisme Lumiére de Wood Espéces incriminées
pilaire
Type favique Wood+ Trichophyton schoenleinii
Wood- Trichophyton tonsurans,
Type endothrix Trichophyton violaceum,
Trichophyton soudanense
Type ecto-endothrix Wood+ Microsporum canis,
microsporique Microsporum Langeronii,
Microsporum ferrugineum
Type ecto-endothrix Wood- Trichophyton mentagrophytes
microide Trichophyton erinacei
Type ecto-endothrix Wood- Trichophyton verrucosum
mégasporique

Concernant les prélévements profonds, ’examen direct permet aussi la mise en évidence de
I’agent pathogene, il reste d’ailleurs la seule méthode diagnostique possible pour
Pneumocystis jiroveci, champignon encore non cultivable jusqu'a aujourd’hui. L’examen
direct se fait entre lame et lamelle a I’état frais et aprés coloration par différentes techniques
telles que MGG ou Gomori-Grocott (Tableau 7) (Drillon et al., 2011). Ainsi I’examen direct
montre Is éléments ci-dessous :
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Tableau 7: Description des résultats de 1’examen direct pour divers champignons(Drillon et al.,

2011; Aoufi, 2005).

Cryptococcus neoformans

Aspergillus
Histoplasma capsulatum var.

capsulatum

Histoplasma capsulatum var. duboisii

Pneumocystis jiroveci

Champignon Examen direct
Blastopores ou levures de 3 a 5 um de diamétre,
disposées en grappe plus ou moins associées a des
Candida filaments. Pour le Candida glabrata, 1’examen}

direct met en évidence des blastopores avec absence
de filaments.

Levures arrondies de taille variable, parfois
bourgeonnantes, associées a une capsule.
La taille de I’ensemble (levures + capsules) mesure de
5 a 20 um de diamétre, la capsule est bien mise en]
évidence par I’encre de chine.

Filaments cloisonnés, fins, réguliers avecdes
ramifications dichotomiques a angles aigus.

Levures intracellulaires dans les cellules afonction
macrophagique de 1 a 3 um de

diamétre, bourgeonnantes, a paroi
réfringente.

Levures intra ou extracellulaires (cellules géantes)]
de 7 a 15 pm de diametre, a paroi epaisse
bourgeonnante a base étroite contenant une ou deux
capsules de nature lipidique.

Avec la coloration de MGG, les formes végétatives
d’aspect punctiforme sont difficilement distinguables
au sein des amas spumeux. Les kystes de 5 a 9 um
apparaissent sous forme de corps intra- kystiques auI
nombre de 8 avec une paroi claire non colorée
d’un aspect froissé.

111.1.2.2. Culture

Un examen direct négatif n’exclut pas la présence du champignon d’ou la nécessité

de I’isolement et la culture de celui-ci, complément indispensable de I’examen direct

(Chabasse et Pihet, 2008).

Le milieu standard de référence pour les champignons est le milieu de Sabouraud

(milieu simple contenant une source : de carbone et une peptone : source d’azote), additionné
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d’antibiotiques (chloramphénicol et/ ou gantamicine) et de cycloheximide ( Actidione*). Cette
derniére molécule inhibe la croissance de la plupart des moisissures issues du revétement
cutané, ainsi que certaines levures (comme C. parapsilosis et C.famata) dont la croissance
plus rapide génerait le développement des colonies de champignons habituellement
pathogénes (Chabasse et al, 2004 ; Bouchara et al., 2014).

Pour les levures, I'utilisation des milieux chromo-géniques, auxquels sont ajoutés des
substances chromogeénes, conférent aux colonies qui s’y développent une coloration
particuliére, variable en fonction de I’espece. Cette coloration est dans la pluspart des cas
fondée sur la mise en évidence d’une activité de type hexosaminidase (Bouchara et al., 2014).
Devant des cultures stériles, un repiquage sur des milieux sélectifs adéquats peut étre

proposé.

111.1.2.3. ldentification

L’identification s’effectue habituellement directement sur le milieu d’isolement de

Sabouraud et repose sur un certain nombre de paramétres :

- La vitesse de positivité des cultures qui varie selon le champignon de 48 heures en moyenne
pour les levures (mais jusqu’a 2 a 3 semaines pour les cryptocoques ou Malassezia sp) et les
moisissures de croissance rapide comme les Aspergillus et les Mucorales ; de 3 jours a 3
semaines pour d’autres moisissures pathogenes comme Fusarium, Scedosporium ou

Acremonium, et de 1 a 4 semaines pour les dermatophytes.
- La thermo-tolérance du champignon et son optimum thermique de croissance.

- Les caracteres macroscopiques et microscopiques des colonies (Bouchara et al., 2009 ;
Chabasse, Pihet, 2008) :

» Aspect macroscopique des cultures :

- Couleur des colonies et au verso (exemple : T.rubrum : rouge et brun au recto et
blanche au verso).

- Aspect : duveteux (T.rubrum), platre (T.mentagrophytes) et laineux (M.canis).

- Relief: plat (M.audouinii), cérébriforme (T.schoenleinii) et cratére (T.tonsurons).
- Consistance (friable, élastique, dure, molle...)

- Forme des colonies (arrondies, étoilées...).

- Taille des colonies (réduite ou étendue).
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- Présence d’un pigment (couleur, diffusion) dans la gélose (Koenig, 2005 ; Chabasse,
2004 ; Zagnoli, et al., 2003).

» Aspect microscopique du champignon :

L’identification microscopique du champignon se fait également a partir d’un fragment de
culture dissocié au bleu coton ou au lactophénol et examiné entre lame et lamelle. On peut
aussi s’aider d’un morceau de ruban adhésif appliqué a la surface de colonie (drapeau de
Roth), puis déposé entre lame, dans du bleu coton (technique ne montrant cependant que la
partie superficielle de la colonie) (Contet-Audonneau, 2011). Trois éléments servent de base a

I’identification des dermatophytes (Figure 20) :

- Les filaments mycéliens
- La présence d’organes de fructification : les microconidies, les macroconidies

- Les formations ornementales particuliéres

v Excroissances triangulaires caractéristiques de T. rubrum  (ébauches de
macroconidies naissant latéralement sur les filaments, et de forme triangulaire).
Organes pectinés (en forme de peigne) chez M. audouinii et T. schoenleinii.
Vrilles chez M. persicolor et T. mentagrophytes

Clous et chandeliers favique de T. schoenleinii.

AN NN

Les organes nodulaires : amas de filaments enchevétrés (T. mentagrophytes, T.
schoenlinii) (Chabasse, 2004).
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50 pm

1-Macroconidies d'Epidermophyton flocosum

2-Macroconidies et microconidies de Trichophyton mentagrophytes
3-Macroconidies et microconidies de Trichophvton rubrum
4-Macroconidies et microconidies de Microsporum gypseum
S5-Macroconidies et microconidies de Microsporum canis

Figure 20 : Organes caractéristique de dermatophytes (Guillaume, 2006).

111.1.2.3.1. Cas des levures

La realisation des tests d’identification ne peut étre envisagée qu’en présence de
colonies bien individualisées. En pratique courante, I’identification des différentes espéces
fait appel a la détermination des caracteres morphologique, physiologiques et plus récemment
immunologique, grace a des tests basés sur I’agglutination de particules de latex sensibilisée

par anticorps monoclonaux (Pihet et Marot, 2013).

On observe des cultures crémeuses, leur surface est lisse, brillante et luisante, ou plus

rarement crouteuse, seche, ou ridée sur milieu de Sabouraud :

- Colonies blanchatres se développant en 24-48 heures se présentant au microscope sous
forme de levures : suspicion de Candida sp. confirmée par 1’obtention de filaments et
blastopores aprées repiquage sur un milieu PCB a 25°C.

- Colonies d’aspect muqueux ou lisse, devenant apres une semaine, pigmentées en ocre,
et pour confirmation microscopique, on observe des levures non filamenteuses
entourées d’une capsule visible dans une préparation a 1’encre de Chine :

Cryptococcus.
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- Colonies blanc-crémeuses, rugueuses, séches et cérébriformes, ayant une forme en
ddme et des contours irréguliers, qui poussent au bout de 7 jours en moyenne entre 30
et 37°C : Trichosporon (Soussi Abdallaoui et al., 2009).

Au microscope, les levures apparaissent comme de nombreux éléments de 3 um a 5
um de diamétre, souvent bourgeonnants, ils sont soit isolées soit en grappes, ou en petits amas
desquels émergent souvent des pseudo-hyphes courtes et circonvoluées (Aoufi, 2005).
L’identification de la levure reléve d’un protocole bien précis pour affirmer qu’il s’agit bien

du C. albicans (Figure 21), il suffira d’une positivité des deux tests suivants :

» Test de blastése (ou de germination) réalisé par incubation de I’isolat pendant 2 a 4
heures en sérum a 35-37°C. Si la levure est un C. albicans on observe un tube de
germination (Chabasse et Pihet, 2013).

» Test de chlamydosporulation reposant sur une sub-culture de 24 a 48h a 25-28°C de
I’1oslat en strie profonde dans un milieu PCB (pomme de terre, carotte, bile) ou RAT
(riz, agar, tween 80). C. albicans est alors identifié par la production de
chlamydospores, structures arrondies produites a I’extrémité du pseudomycelium. Par
ailleurs, s’il y a des pseudofilaments sans présence de chlamydospores, il s’agit d’une

levure du genre Candida (Chabasse et Pihet, 2013).

L : Levures bourgeonnantes
Pf :Pseudofilament

B :Blastopores

C :Chlamydospores

& (o )
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Figure 21: Morphologie spécifique de I’espece Candida albicans (Ripert, 2013).
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Les autres levures sont ¢tudiées par des tests d’assimilation des sucres (auxanogramme), de
fermentation des sucres (zymogramme), de la réduction tétrazolium et de la sensibilité a
I’actidione qui permettent d’identifier des espéces occasionnellement pathogenes :

C. tropicalis, C. guilliermondii, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis. (Aoufi, 2005).

111.1.2.3.2. Malassezia sp.

Les colonies de Malassezia sp. poussent aprés 8 a 15 jours. L’examen macroscopique
de la culture montre, des colonies lisses, blanchatres a chamois. L’examen microscopique
révele des blastospores ovoides, globuleuses a allongées a bourgeonnement unipolaire sur une

base large avec une taille de 2 a 8 (Rezkallah, 2010).

Dans le cas de lésions peu visibles du Pityriasis versicolor, on peut s’aider d’un
examen sous lampe de Wood qui montre une fluorescence jaune verdatre sauf lorsque les
atteintes sont dues Malassezia globosa. L’isolement de Malassezia en culture nécessite
I’utilisation de milieux supplémentés en acides gras (huile d’olive) ou sur des milieux
spécifiques (milieu de Dixon modifi¢), et une température d’incubation spécifique (Bassaid et

al., 2016 ; Ben Salah et al., 2010).

La culture n’est pas indispensable dans le diagnostic de routine pour lequel I’examen
direct est déterminant. Elle permet cependant d’identifier I’espéce en cause. Elle est
recommandée dans les autres infections Malassezia moins typiques et pour lesquelles

I’examen direct et moins informatif (Ben Salah et al, 2010).

I11.1.3. Diagnostic indirect

I11.1.3.1. Tests sérologiques

Les tests sérologiques ont été utilisés pour la premiere fois pour le diagnostic des
agents pathogénes fongiques au début des années 1900. Dans les années 1950, la fixation du
complément et les tests de précipitine ont été introduits pour le sérodiagnostic de la
coccidioidomycose, suivis par la détection de lI'antigéne cryptococcique en tant que substance
sérologiquement réactive dans les fluides corporels. En 1958, Heiner a adapté la méthode
bacteriologique de I'agar-précipitine d'Ouchterlony pour le sérodiagnostic de I'histoplasmose

et, en 1963, la premiére application clinique du sérodiagnostic en mycologie médicale a été
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signalée lorsque la méningite cryptococcique a été diagnostiquée par la détection de I'antigene

au moyen d'un test d'agglutination au latex.

Ces premiers résultats ont conduit a la généralisation ultérieure de la détection
d'antigénes et d'anticorps des pathogenes fongiques. Les applications diagnostiques,
comprennent la détection d'antigénes de la paroi cellulaire fongique (chitine, 6-glucanes et
mannoproteines), de constituants de la capsule (glucuronoxylomannane) et d'antigenes de
I'organisme. et des métabolites (d-arabinitol et aspartylprotéinase sécrétee), ainsi que les
anticorps générés par le systéme immunitaire de I'héte. Bien que la culture fongique et la PCR
sont recommandées pour les diagnostics de routine, ces méthodes prennent du temps ou
nécessitent des instruments spécifiques. Par conséquent, les tests sérologiques jouent un role
important dans le dépistage des maladies fongiques invasives, car ils offrent les avantages
suivants : diagnostic rapide, mise en place précoce d'un traitement antifongique et
informations cliniquement significatives liées aux cultures positives (une fois la
contamination exclue). Les échantillons cliniques les plus utilisés sont le lavage broncho-
alvéolaire (LBA), le liquide céphalo-rachidien, le sérum, le sang total, le plasma et I'urine. La
détection des antigenes est preférée a celle des anticorps, car ces derniers peuvent ne pas étre
géneérés a des niveaux détectables en raison du stade précoce de [linfection de
I'immunosuppression. La preuve danticorps spécifiques et d'antigenes circulants est
nécessaire pour dépister les maladies fongiques invasives, qui sont généralement fatales chez
les patients gravement immunodéprimés. Cela nécessite un suivi sérologique régulier des
patients a risque. Les résultats positifs doivent étre comparés aux données biocliniques. En
particulier, Lors du diagnostic de I'aspergillose invasive, des faux positifs sont observés dans
la détection des antigénes circulants. En effet, dans certaines conditions pathologiques, il
permet d'identifier des maladies fongiques profondes, et le pathogene est difficile a isoler en
culture, de sorte que le traitement antifongique peut étre initié précocement (Walsh et al.,
2018).

111.1.3.2. Biologie moléculaire

Les techniques moléculaires d'identification des champignons jouent un rdle important
et croissant en mycologie clinique. Alors que les méthodes phénotypiques reposant sur la
morphologie et, dans certains cas, sur des réactions biochimiques restent le pilier de
I'identification des champignons, les méthodes moléculaires sont de plus en plus utilisées, et

offrent des avantages distincts dans leur capacité a identifier les champignons :
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e Identifier un organisme qui est vu en quantité substantielle a I'examen microscopique
direct mais qui ne se développe pas en culture.

e identifier une moisissure qui ne produit pas de structures reproductrices
microscopiques (conidies ou spores) ou qui ne produit que des structures non
reconnues et non contributives a I'identification de routine ; ou identifier une levure
qui n'est pas représentée dans la base de données du systeme d'identification
phénotypique commercial du laboratoire.

e Realiser les points ci-dessus d'une maniére relativement rapide et objective , par
rapport au temps et a l'expertise souvent nécessaires a l'identification conventionnelle,
en particulier lorsque l'isolat n'a pas une croissance rapide et/ou ne présente pas une
morphologie classique familiére.

e ldentifier définitivement un organisme dont les caractéristiques ressemblent
étroitement a celles d'autres champignons.

e Déterminer le génotype précis d'un isolat, un facteur important dans les analyses
épidémiologiques.

e évaluer plus précisément les similitudes et les différences entre les organismes et
adapter la taxonomie et la nomenclature en conséquence (Walsh et al., 2018).

Les tests approuvés par la U.S. Food and Drug Administration (FDA) comprennent
des sondes ADN qui utilisent des prélevements de culture pour
identifier Histoplasma, Blastomyces, et Coccidioides et une Polymerase Chain Reaction
(PCR) ou des tests d'hybridation de I'ADN qui utilisent des prélevements d'hémocultures
pour identifier Candida. La Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
(MALDI-TOF ) mass spectrometry, est une spectrométrie de masse effectuée sur des
prélevements de culture qui peut également étre effectuée pour identifier de multiples

levures, dont Candida spp. (Revankar, 2021).
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Patients et méthodes

I. Objectif

L’objectif de cette étude est d’isoler et d’identifier les especes responsables des différentes

mycoses par I’intermédiaire de la mise en ceuvre de certaines techniques de diagnostic.

Il. Cadre d’études
I1.1. Type, période et lieu d’étude

Il s’agit d’une étude prospective, réalisée sur une période d’un mois, du 25 Avril au 27
Mai 2021. Cette étude s’est déroulée dans I’unité de Myco-parasitologie au sein du

Laboratoire central de I’Etablissement Hospitalier Didouche Mourad a Constantine.

I1.2. Population investiguée

Dans cette étude, les 42 sujets inclus sont des patients de différentes tranches d’age et des
deux sexes, susceptibles d’avoir contracté une mycose due a différents types de champignons.
Les malades, pour la majorité, viennent en consultation externe mais nous avons compté

parmi eux trois malades hospitalisés au sein de 1’établissement.

I11. Méthodologie de I’étude

I11.1. Recueil des donnés

Les données ont été recueillies a partir du registre et des fiches de renseignements des
patients qui se sont présentés durant toute la période de stage qui s’est déroulé du 25 avril au

27 mai 2021.

Pour chaque patient de notre étude, un interrogatoire a été effectué pour la réalisation des

fiches de renseignements. Ces dernieres contiennent les informations suivantes :

e L’identité du patient (nom, prénom et age) ;
e Adresse du patient ;

e Le sexe du patient ;

e Renseignements cliniques ;

e Contacts avec des animaux ;

e Antécédents médicaux ;

e Résultats de I’examen direct et de I’examen aprés cultures.

40



Patients et méthodes

111.2. Démarche du diagnostic mycologique

La réalisation du diagnostic mycologique comporte quatre étapes importantes :

e Leprélevement ;
e [L’examen direct ;
e La culture sur milieux appropriés ;

e L’identification des champignons isolés (résultats).

Une étroite collaboration entre le médecin et le biologiste doit exister pour le bon
déroulement du diagnostic mycologique.

Un minimum de renseignements cliniques et épidémiologiques doit étre fournis par le
médecin afin d’orienter le biologiste dans le choix des milieux et techniques qu’il doit utiliser.
Pour sa part ; le biologiste doit signaler le plus rapidement possible les résultats obtenus au

médecin.

111.2.1. Prélévements

Les prélevements sont effectués par un personnel expérimenté et avec un matériel
propre et stérile et doit étre acheminé rapidement au sein du Laboratoire. La qualité du
prélevement détermine la qualité du diagnostic.

Le prélevement doit étre réalisé avant toute toilette corporelle ou traitement spécifique
ou bien apres une fenétre thérapeutique de 15 jours pour les antifongiques topiques ( local) et
2-3 mois pour les antifongiques systémiques, vernis ou solution filmogene. Les techniques de

prélevements différent selon la localisation et le type des Iésions :

111.2.1.1. Les lésions cutanées

Elles sont grattées grace a une curette au niveau de la périphérie des Iésions riches en
squames. Les squames sont recueillies dans une boite de Pétri stérile. Le scotch-test consiste
a appliquer un morceau de scotch transparent sur les lésions pigmentées. Il est
particulierement utilisé pour le diagnostic des levures du genre Malassezia, agent principale

du Pityriasis versicolor (Figure 22).
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Figure 22 : Aspect clinique de lésions cutanées (Epidermophytie circinée).

111.2.1.1. Les onychomycoses

La technique de prélévement consiste a couper, a 1’aide d’un ciseau ou d’un coupe
ongle, la partie altérée de I’ongle jusqu'a la jonction avec la partie saine, ensuite a 1’aide
d’une curette on réalise un grattage de la zone interne de 1’ongle pour récupérer les squames
ou leuconychie superficielle (taches blanchatres a la surface de I’ongle) (Figure 23). Pour les

piérionyxis, le pus est prelevé avec un écouvillon stérile.

Figure 23 : Aspect clinique d’une Onychomycose.

111.2.1.3. Les teignes du cuir chevelu

Le préléevement est réalisé a I’aide d’une pince a épiler pour les cheveux cassés.

Cependant pour les croutes et les squames, un raclage a 1’aide d’une curette est requis
(Figure 24).
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Figure 24: Aspect clinique d’une teigne du cuir chevelu.

Concernant les différents échantillons, le mode de prélévement ainsi que la durée de

conservation sont indiqués dans le tableau ci-dessous.

Tableau 8 : Types de prélévement et conditionnement des différents échantillons

Matériel Prélevement | Conditionnement Délai Conservation
biologique d’acheminement
Cheveux et | Pince a épiler Boite de pétrie 1a3jours +4°C
poils stérile
Squame | Curette, grattoir | Boite de pétrie 1a3jours +4°C
(Grattage) stérile
Ongle Curette Boite de pétrie 1a3jours +4°C
(raclage) stérile
LCR Ponction Flacon stérile 2 Heures Traitement
lombaire immédiat
Pus Ecouvillon Tube stériles 2 Heures Traitement
Stérile immédiat
Urine Flacon stérile Flacon stérile 2 heures Traitement
immédiat

111.2.2. Examen direct

L’examen direct s’avére étre indispensable et plus particulierement lorsqu’il est

positif. Il permet :
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L’orientation du diagnostic ;
De suspecter ou de confirmer une pathogénicité ;

De débuter un traitement antifongique en cas de diagnostic de Pityriasis versicolor et
de la teigne.

L’examen direct se base sur le dépdt d’une partie du matériel prélevé sur une lame

propre avant d’y ajouter une ou deux gouttes d’éclaircissant. Pour finir, on recouvre avec une

lamelle et on observe au microscope a I’objectif (x40).

Les liquides céphalo-rachidiens (LCR) et les urines subissent une centrifugation avant

I’examen direct et une observation au microscope a 1’objectif (x40).

Les éclaircissants (liquides de montage) utilisés dans notre étude sont :

L’eau physiologique pour les muqueuses et les prélevements effectués a 1’aide d’un
écouvillon.

La potasse (KOH) 30% pour les prélevements épais par exemple les ongles et les
sguames.

Le bleu coton il permet une observation plus claire de certains éléments fongiques.
Le Lactophénol est utilisé pour I’ observation des cheveux et du pus.

L’encre de Chine est appliquée lorsqu’il y a suspicion de présence de Cryptococcus
dans les LCR.

111.2.3. Mise en culture

Elle consiste a prendre une partie du prélévement (une plus grande partie que I’examen

direct pour la réussite d’une bonne culture) puis I’ensemencer a I’aide d’une anse de platine

sur une gélose inclinée Sabouraud-Chloramphénicol (SC) et également sur milieu Sabouraud-

Chloramphénicol-Actidione (SCA). La culture est primordiale pour [I’isolement et

I’identification des champignons.

Méthodes d’ensemencement
Les liquides comme les LCR et les urines sont coulés directement dans le tube.
Les écouvillons sont frottés sur la surface du milieu de culture.

Les fragments d’ongle, les cheveux et les squames sont déposés sur les milieux de
culture a I’aide d’une anse de platine.
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% Incubation

e Pour les LCR, les urines et autres liquides biologiques susceptibles de contenir des
levures, I’incubation de leur culture se fait a 37 °C.

e Pour les autres préléevements susceptibles de contenir des champignons filamenteux,
I’incubation se fait a 27°C.

La durée de I’incubation est de 1 & 4 semaines. Si aprés cette période aucun élément

fongique n’apparait dans les tubes, les cultures sont considérées comme étant négatives.

111.2.4. ldentification

L’identification des champignons mises en culture dépend du type de champignon :
levure ou filamenteux (dermatophyte). Elle se base essentiellement sur la vitesse de pousse du

germe, son aspect macroscopique et aspect microscopique.

+« Dermatophytes
L’identification Se base sur I’examen microscopique et macroscopique pour
déterminer le type de champignons. L’examen macroscopique permettra de déterminer la

consistance de la colonie, sa couleur, la durée de pousse ainsi que la présence de pigment.

Quant a ’examen microscopique, il consiste a prélever une partie de la colonie grace a
une pipette Pasteur, puis a déposer le fragment sur une lame sur laquelle une goutte de bleu
coton est ajoutée. Pour finir, une lamelle est déposée délicatement dessus une observation au

microscope est réalisée.

Une autre technique dite technique du drapeau consiste a prélever un fragment de la
colonie grace a un morceau de scotch préalablement collé a une extrémité de la  pipette
Pasteur (ou anse de platine) puis appliqué sur la culture a étudier. 1l est ensuite examiné entre
lame et lamelle, en sandwich, entre 2 gouttes de bleu de coton. Une observation

microscopique est réalisée.

X/

% Levures

Pour leurs identifications, nous nous basons sur les caractéres morphologiques. Lors de la
réalisation de notre étude, la majorité des cas était apparenté au genre Candida. L’examen

macroscopique permettra de déterminer :
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e Lacouleur blanche a creme.
e Letemps de pousse entre 24 a 48 heures.

e Laconsistance est crémeuse.

Deux tests sont réalisés pour confirmer avec certitude que 1’agent pathogeéne est Candida

albicans. Il s’agit des tests de chlamydosporulation et de filamentation.

a- Test de chlamydosporulation : Il est réalisé par repiquage sur des milieux pauvres en
sucre : milieu PCB (Pomme de terre- carotte-bile) et milieu RAT (Rice agar tween 80).
L’objectif de ce test est de favoriser la pseudofilamentation des levures qui est caractéristique

de C albicans et C. dublinensis.

Couler sur une lame microscopique, a 1’aide d’une pipette, 0,8ml du milieu préalablement
fondu. Ensemencer les levures en faisant 3 stries dans la gélose. Recouvrir d’une lamelle.
Poser la lame dans une boite bien fermée pour éviter la dessiccation. Mettre a 1’étuve a 27°C.
C.albicans produit aprés 24 heures a 48 heures a 27°C en anaérobiose des chlamydospores a

I’extrémité des pseudofilaments.

b- Test de filamentation : Il consiste a disperser aussi finement que possible a 1’aide d’une
pipette la levure dans un tube contenant 0,5 ml du sérum humain, puis incubée a 37 °C pour
une durée de 3 a 4 heures. Ensuite, une goutte de la suspension est déposée entre lame et
lamelle et observée au microscope (X40) puis & I'immersion (X100). La detection de
filaments (tubes germinatifs a partir des bmastospores) affirme la présence de Candida

albicans.

Si apres la réalisation des deux tests et qu’ils s’averent étre négatifs la levure est considérée

comme Candida sp.
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Résultats et discussion

Durant la période de notre étude, 42 prélevements a visée mycologique ont été réalisé

dont30 prélevements qui se sont réveélés positifs, soit 71%.

I. Résultats globaux

Les patients inclus dans notre étude sont &4gés de 1 an a 86 ans. Le sex-ratio

Homme/Femme est de 0,56. Les femmes sont majoritaires avec un taux de 64%.

I.1. Répartition selon le sexe

La répartition de la population (42 personnes) selon le sexe, rapportée dans la Figure
25 et le tableau 9, montre une prédominance féminine de 64% (27/42) et 36% (15/42) pour le

sexe masculin.

Tableau 9: Répartition de la population selon le sexe.

NOMBRE 15 27 42

POURCENTAGE 36 64 100

M Sexe Masculin
W Sexe Feminin

Figure 25 : Répartition des cas investigués selon le sexe.
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I.2. Répartition selon la tranche d’age

Résultats et discussion

L’age moyen des patients est de 28,59 + 24,80 ans avec une moyenne d’age de 31,46

+ 31,42 ans pour les hommes avec un &ge minimum de 15 jours et le maximum étant de 86

ans. Concernant les sujets de sexe féminin, I’d4ge moyen est de 26,33 + 20,90 ans avec un

minimum de 1 an pour la plus jeune et 59 ans pour la plus agée.

La répartition en fonction

de I’age tout sexe confondu est reportée dans le tableau 10 et la figure 26.

Tableau 10: Répartition des cas selon la tranche d’age.

Tranche d’age Nombre de cas Pourcentage
0-10ans 14 33
10-20 ans 4 10
20-30ans 5 12
30-40 ans 3 7
40-50 ans 1 2
50-60ans 11 26
>60 ans 4 10
Total 42 100
16
C,
14 33%
0w 12 26%
S
© 10
[a)
w 8
m 1 95C/
g 6 10% 1276 10%
Z 4 7% —_
2 2% |
0 T T T - T T 1
0-10 ans 10-20ans 20-30ans 30-40ans 40-50ans 50-60ans >60 ans
TRANCHE D'AGE

Figure 26: Répartition de la population selon la tranche d’age.
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Les tranches d’age de 0-10 ans et 50-60 ans représentent la majorité des cas. Remarquez

que nous avons constaté quand méme un cas chez les 40-50 ans.

1.3. Répartition selon le type d’infection

Selon les résultats obtenus, il en ressort que les mycoses superficielles sont nettement
plus importantes que les infections fongiques profondes (Tableau 1let Figure 27). En effet,
elles sont 4 fois plus présentes et représentent 81% de 1’ensemble des cas, soit 34/42.

Tableau 11 : Répartition des cas selon le type d’infection.

NOMBRE

34 8 42

POURCENTAGE

81 9 100

PROFONDES 19%

SUPERFICIELLES ,81%

Figure 27 : Répartition des cas selon le type d’infection.
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|.4. Répartition selon le type de mycoses superficielles

Parmi les 34 patients atteints de mycoses superficielles, certains présentent plus d’une

localisation. Les épidermomycoses dominent les mycoses superficielles (Tableau 12 et Figure

28) et représentent 17/40 de 1’ensemble des prélevements, soit 42.5 %. Quant aux

onychomycoses, elles présentent un taux de 35%, ce qui correspond a 14/40 échantillons.

Tableau 12 : Répartition des cas selon le type de mycoses superficielles.

ATTEINTES NOMBRE POURCENTAGE
Teignes du cuir chevelu 9 22,5
Onychomycoses 14 35
Epidermomycoses 17 42,5
Total 40 100

Teignes du cuir chevelu

Onychomycoses

M Teignes du cuir chevelu B Onychomycoses

Epidermomycoses

H Epidermomycoses

Figure 28: répartition des cas selon le type de mycose superficielle.
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1.5. Répartition selon le type de mycoses profondes

Résultats et discussion

Les mycoses profondes au niveau des urines sont les plus fréquentes avec 3/8 des

prélevements effectués soit un taux de 37.5%, suivies des LCR et des prélévements vaginaux

avec un taux similaire de 25% soit 2/8 de I’ensemble des cas (Tableau 13 et Figure 29).

Tableau 13 : Répartition des cas selon le type de mycoses profondes.

ATTEINTES NOMBRE POURCENTAGE
LCR 2 25
PRELEVEMENT
VAGINALE 2 25
SELLES 1 125
URINES 3 375
TOTAL 100
URINES
[7,] C,
B SELLES
=
E
g PV
LCR

1 15
NOMBRE DE CAS

Figure 29: Répartition des cas selon le type d’échantillon.
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1.6. Repartition selon la positivité des cas

Sur les 42 prelevements effectués, les cas positif représentent presque les % de
I’ensemble des cas étudiés avec un taux de 71%, soit 30/42 (Tableau 14 et Figure 30).

Tableau 14: Répartition des prélévements selon la positivité des cas.

LES CAS NOMBRE DE POURCENTAGE
Patients
POSITIF 30 71
NEGATIF 12 29
TOTAL 42 100

Negatif,29%

M Positif
M Negatif

Positif, 71%

Figure 30 : Réparation selon la positivité des cas.

1.7. Répartition selon I’agent pathogéne

Selon les résultats notés, les levures représentent 14/30, soit un taux de 47%. Quant
aux dermatophytes , ils sont au nombre de 13/30, ce qui correspond a un taux de 43%. Ces

agents photogénes semblent étre les plus dominants dans notre etude (Tableau 15 et Figure

31).
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Tableau 15: Répartition des cas selon I’agent pathogéne.

AGENT DERMATOPHYTES | LEVURES | MOISISSURES | TOTAL
PATHOGENE
NOMBRE 13 14 3 30
POURCENTAGE 43 47 10 100

M Dermatophytes
M Levures
M Moisissures

Figure 31: Répartition de la population selon 1’agent pathogéne.

NB : les contaminants des moisissures représentent 10%.

1.8. Répartition selon I’espéce fongique isolée
Les données récoltées nous ont permis de repartir les especes fongiques isolées

selon leur appartenance aux champignons filamenteux ou bien aux levures.
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1.8.1. Les champignons filamenteux

Selon les données répertori¢es dans le tableau 16 et la figure 32), ’espéce Trichophyton
rubrum représente 6/13 des champignons filamenteux isolés soit un taux de 46% et donc elle

s’avere étre ’espece la plus dominante.

Tableau 16: répartition des cas selon I’espéce fongique isolée (dermatophtes).

Nombre Pourcentage
DERMATOPHYTES 13 100
Trichophyton rubrum 6 46
Microsporum canis 5 38
Trichophyton violaceum 2 16
Trichophyton violaceum
w
E |
>
a :
‘,23 Microsporum canis 38% |
=
= |
(a]
Trichophyton rubrum
0 1 2 3 4 5 6
NOMBRE DE CAS

Figure 32: Répartition des cas selon I’espéce fongique isolée (dermatophytes).

1.8.2. Leslevures
D’apres les résultats obtenus (Tableau 17 et Figure 33), les espéces Candida albicans et
Malassezia sp. représentent respectivement 5/14 et 5/14, soit un taux de 36 % englobant

presque les % des levures isolées.
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Tableau 17 : Répartition des cas selon I’espéce levurienne isolée.

Nombre Pourcentage
Levures 14 100
Candida albicans 5 36
Candida non albicans 4 28
Malassezia .sp 5 36
Malassezia .sp 36 % '

LEVURES

] . 28 %
Candida non albicans

Candida albicans

0 1 2 3 4 5
NOMBRE DE CAS

Figure 33: Répartition des cas selon I’espéce de levures isolées.

1.9. Identification classique des dermatophytes isolés

Pour les dermatophytes, I’isolement des cultures a déterminé la présence de 3
différentes especes. Trichophyton rubrum qui a été clairement dominante et retrouvé chez 6
patients avec un pourcentage de 46% de I’ensemble des cas isolé (13 cas), suivi de
Microsporum canis qui représente 38% des cas et Trichophyton violaceum retrouvé chez 2

patients seulement (16%).

Les criteres micro et macroscopique ont été des facteurs clés pour I’identification de ces

especes.
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1.9.1. Trichophyton rubrum
» Caractéristiques macroscopiques
Aprés ensemencement sur gélose inclinée Sabouraud-chloramphénicol et Sabouraud-
chloramphénicol-actidione, nous observons une colonie duveteuse blanche recouverte de
filaments blanc. Au verso, apparait un pigment rouge foncé. Ces caractéres macrosopiques
seraient apparentés a I’espéce T. rubrum, comme illustré par la littérature (Figure 34). En effet,

notons que durant notre stage, certaines photos n’ont pas été prises.

" Surface Verso
dela dela

‘ colonie colonie

Figure 34 : Surface et verso de la colonie de Trichophyton. rubrum (Walsh et al.,, 2018).

» Caractéristiques microscopiques
L’observation microscopique a permis de mettre en évidence des filaments fins avec des
spores piriformes et en disposition alternée de ces dernieres d'un coté et de l'autre du filament

ycélien perpendiculairement (Figure 35).

Figure 35 : Examen microscopique de T. rubrum (G X 40).
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1.9.2. Microsporum canis
» Caractéristiques macroscopiques
Les résultats obtenus réveélent une culture caractérisée par des petites colonies duveteuses
étoilées blanche au recto et la présence d’un pigment jaune orangé au verso, (Figure 36). Ces

critéres morphologiques ont été notés apres 5 a 6 jours d’incubation (croissance rapide).

Surface ) Verso

de la dela
colonie CO|0nie

Figure 36 : Surface et verso d’une colonie de Microsporum canis (Walsh et al, 2018).

» Caracteéristiques microscopiques
L’aspect microscopique de la souche est caractérisé par des filaments mycéliens fins et
réguliers apparurent avec des macroconidies a paroi épaisse, pointue a 1’extrémité, renflées au

centre, contenant de 6 a 10 logettes (Figure 37).

Figure 37 : aspect microscopique de M. canis (GX40).
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1.7.3.Trichophyton violaceum
» Caractéristiques macroscopiques
Aprés ensemencement sur milieu Sabouraud, les colonies apparaissent au bout de 10 a 15
jours d’incubation a 27°C. Les cultures originales sont cireuses, plissées, bombées. La couleur
caractéristique violet clair a foncé se manifeste dans le recto et verso de la colonie (Figure
38).

REVERS DE
)
COLONIE

Figure 38: Aspect macroscopique (Surface et verso) de Trichophyton violaceum.

» Caractéristiques microscopiques

Les hyphes de la souche sont enchevétrés, ramifiés, irréguliers et granuleux.
granuleuses, avec des chlamydoconidies intercalaires. Les microconidies et les
macroconidies ne sont pas habituellement observées sur les milieux de routine (Figure
39).
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Figure 39 : Aspect microscopique de Trichophyton violaceum (G X 40).

1.10. Identification classique des levures

Pour les cultures levuriennes, I’isolement est dominé par un seul genre pour les 9/42 cas ;
il s’agit du genre Candida. Les autres prélévements révélent des souches appartenant au genre
Malassezia, pour 5/42 échantillons et qui ont déja été identifiés par la technique du Scotch-
test au préalable dans I’examen direct. En effet, la culture sur les deux milieux Sabouraud-
Chloramphénicol (SC) et Sabourd Chloramphénicol-Actidione (SCA) a montré la présence de
colonies blanches et crémeuses.
L'examen microscopique de ces colonies a montré la présence de cellules ovoides,
bourgeonnantes, et parfois des filaments mycéliens.
L’identification a permis d’observer : Candida albicans et Candida non albicans grace au

test de filamentation (TF) et le test de chlamydosporulation.

1.10.1. Candida albicans
» Caracteres macroscopique
L’aspect visuel des cultures permet de noter des colonies blanchatres, crémeuses, lisses
sur les deux milieux SC et SCA. Présence de filaments qui adhérent a la gelose et qui se

développent tres rapidement, généralement mature dans 3 a 5 jours (Figure 40).

59



Résultats et discussion

Figure 40: Aspect macroscopique de Candida albicans.

» Caracteres microscopiques
L’observation microscopique met en évidence des cellules de petite taille, ovoides et

bourgeonnantes (Figure 41).

Figure 41 : Examen microscopique de C. albicans (GX40).
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» Résultats des tests de filamentation et de chlamydosporulation

Les resultats du test de filamentation et du test de chlamydosporulation ont démontrés les

caractéristiques microscopiques nécessaires pour ’identification de I’espéce Candida albicans

qui sont mentionnées dans les figures 42 e 43.

Figure 42 : Aspect microscopique de la forme de résistance de Candida albicans

(Tubesgerminatifs) aprés le test de filamentation (G x40).

Figure 43 : Aspects microscopique de Candida albicans apreés le test de chlamydosporulation (G x40).
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1.10.2. Malassezia sp.

Les résultats de I’aspect microscopique de Malassezia .sp ont éte observe a 1’examen direct
(Scotch-test) sont mentionnés dans la figure 44. On observe au microscope des levures rondes ou

bien ovales, groupées en amas donnant un aspect en «grappe de raisin».

Figure 44 : Aspect microscopique de Malassezia .sp (grappe de raisin) (G x40).
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I1. Discussion

Notre étude menée au Laboratoire Central de 1’Etablissement Hospitalier de Didouche
Mourad a Constantine avait pour but d’isoler et d’identifier des especes fongiques

responsables de mycoses, a I’aide de différentes techniques de diagnostic.

Lors de la période de réalisation de notre étude sur les 42 patients qui se sont présentés en

consultation, 30/42 prélévements se sont averés étre positifs, soit un taux de 71%.

Au Maroc au sein du service de Parasitologie-Mycologie de 1’hopital IBN SINA de Rabat
dans une étude similaire a la notre, 1’origine mycologique a été confirmée dans 51,3% des
cas (El Hassani, 2013) soit un taux inférieur a celui retrouvé dans notre travail. Cette

différence pourrait s’expliquer par la durée de 1’étude.

Au cours de ce travail, 64% de nos échantillons on été prélevés chez les sujets de sexe
féminin et 36% chez les sujets de sexe masculin soit un sex-ratio H/F de 0,56. Ce résultat est
en corrélation avec une autre étude au Maroc avec une prédominance féminine de 58,66% et

un sex-ratio de 0,7 (Kamil, 2015) mais également en Tunisie (Jaouadi et al., 2014).

La répartition selon I’age des patients a montré que la moyenne d’age de ces derniers était
de 28.59 ans, ce qui n’est pas des résultats observés par Kamil (2015) ou 1I’dge moyen des
patients était de 32.67 ans. Il en ressort, ¢galement de notre étude, que la tranche d’age la plus
touchée est celle des patients dont 1’dge est compris entre 1 an et 10 ans avec un taux de 33%,
suivi de celle qui regroupe les malades agés de 50- 60 ans avec un taux de 26%. Enfin en
troisieme position la tranche d’age qui comprend ceux agés de 20 a 30 ans avec un

pourcentage de 12%.

Sur le plan clinique et avant les résultats des prélevements, cette étude a montré une
prédominance des mycoses superficielle avec un taux de 81% (34/42 cas) contre un taux de
19% (08/42 cas) pour les mycoses profondes. Cette prédominance des mycoses superficielles
a été également démontrée au Maroc lors de 1’étude d’El Hassani (2013) avec un taux de

88,92% pour les mycoses superficielles et un taux de 11,01% pour les mycoses profondes.

Dans les mycoses superficielles, nous avons observe que les épidermomycoses sont
prédominantes avec un taux de 42,5%, suivi des onychomycoses avec un taux de 35% et les
teignes du cuir chevelu a 22,5%. Par contre dans une étude réalisée en 2012 au CHU de Batna

sur les mycoses superficielles, une prédominance des onychomycoses avec un taux de 32% a
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été notee, suivi des épidermomycoses avec un taux de 25% (Chalgham et al., 2012). Ce
méme résultat a eté observé au Maroc avec 54,13% pour les onychomycoses et 42,72 % pour

les épidermomycoses (El Hassani, 2013).

Quant a la relation type de mycose — sexe, nous avons remarqué une prédominance
féminine lorsqu’il s’agit des atteintes unguéales (onychomycoses). Cette tendance a été
confirmée au CHU de Casablanca au Maroc (Halim et al., 2013) et au Sénégal (Diongue et
al., 2016). Cette prédominance peut étre également soutenue par la différence structurale de
I’ongle des deux sexes : la lame unguéale est plus fine chez la femme (0,5mm contre 0,6 mm
chez I’homme). La vitesse de croissance unguéale est plus rapide chez le sexe masculin
(Scher et Daniel, 2007). Cette hypothése n’est pas soutenue par d’autres auteurs qui souligne

I’inexistence de différence entre les deux sexes (Viguié- vallante et Bonnet, 2014).

Concernant les teignes du cuir chevelu (TCC), elles touchent particulierement les enfants.
En effet lors de notre étude, nous avons remarqué que 8/9 des teignes du cuir chevelu (89%)
étaient présentes chez les patients 4gés entre 1 et 10 ans. Ce qui a, également, été corroboré
par d’autres études, notamment, celle réalisée au CHU de Constantine et qui a démontré que
les teignes du cuir chevelu étaient fréquentes chez les enfants d’age scolaire (Benmezdad et
al. 2012), mais également en Tunisie (Mebazaa et al, 2010), au Maroc (El Hassani, 2013) et

en France (Fenaux et al., 2013).

Enfin pour ce qui est des mycoses profondes, elles sont assez rares et ne représentent que
9% de I’ensemble des mycoses enregistrées dans notre étude. Les mycoses urinaires sont
prépondérantes avec un taux de 37,5%, suivi des LCR (liquide céphalorachidien) avec un taux
de 25 %, les prélevements vaginaux avec un taux de 25% et les prélevements des selles avec
un taux del2,5%.

L’identification des agents pathogenes responsables des mycoses a montré que les
levures sont les champignons les plus fréqguemment isolés avec un taux de 47% contre un taux
de 43% pour les dermatophytes. Enfin les moisissures qui sont considérées comme des
contaminants représentent un taux del0%. Une étude prospective réalisée récemment au
niveau du laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU Nedir Mohamed de Tizi-Ouzou a
confirme la prédominance des levures avec un taux de 66,77% contre un taux de  33,33%
pour les dermatophytes (Louaguenouni et al., 2019). Parmi ces derniers, I’espéce
Trichophyton rubrum est majoritaire, et représente un taux de 46% de 1’ensemble des
dermatophytes isolés, suivi de Microsporum canis avec un taux de 38% et au troisieme rang

Trichophyton violaceum avec un pourcentage de 16%. Il a démontré que Trichophyton
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rubrum est, également, 1’espéce la plus retrouvée dans 1’étude réalisée du CHU de Tizi-Ouzou
(Louaguenouni et al., 2019) mais aussi au Maroc avec un taux de 93,42% (El Hassani, 2013)
et en Tunisie ou il a été isolé avec un taux de 77% (Neji et al., 2011). Cependant en France,
Trichophyton rubrum vient en 2éme position aprés 1’espéce Trichophyton tonsurans (Aznar et
al., 2007). Cette constatation a été notée aussi en Iran ou le taux de T. rubrum était de 26%
(Bassiri-Jahromi et al., 2009) et en Egypte avec un taux 12,4% (Aboueisha AMI et El-
Mahllawy, 2013).

Concernant les levures, elles sont dominées dans notre travail par deux espéces : Candida
albicans et Malassezia sp. qui enregistrent un taux similaire de 36%, suivi de Candida non
albicans avec un taux de 28%. La prédominance de Candida albicans a été également
confirmée par I’étude menée au CHU de Tizi-Ouzou, au Maroc avec un pourcentage de
53,71%, en Tunisie au CHU de Sfax (Makni et al., 2010), suivi de Candida non albicans
avec un taux de 34,28% (Baino et al., 2016). Quant aux especes Fusarium spp. et Alternaria,
elles représentent 10% de moisissures isolées dans notre étude. Aspergillus sp. est la
moisissure la plus isolée avec un taux de 49,42%. C’est ce qui a été constaté a I’hopital IBN

SINA de Rabat au Maroc (El Hassani, 2013).
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Conclusion

Les techniques de diagnostic mycologique jouent un réle important pour isoler et
identifier les especes fongiques responsables des infections mycosiques telles que les mycoses
superficielles, les mycoses profondes et les mycoses sous-cutanées. Ces techniques

d’isolement et d’identification différent selon la localisation de la Iésion.

L’examen direct permet d’orienter le diagnostic s’il est positif, mais sa négativité
n’exclut pas la présence de I’agent pathogeéne. Quant a I’indentification des especes, elle se
base sur I’observation des aspects macroscopiques et microscopiques des colonies obtenues

apres culture.

Malgré une durée limitée de notre stage pratique, nous avons recensé un nombre de 42
patients présentant une infection mycosique qu’elle soit d’origine superficielle ou profonde

dont 30 prelevements ayant un résultat positif, soit un taux de 71%.

Les résultats de notre étude, mais eégalement des autres travaux, démontrent clairement
que la majorité des prélevements sont réalisés sur des atteintes superficielles avec un taux de
81%. En se basant sur I’aspect clinque, nous retenons que les épidermomycoses sont les
Iésions superficielles les plus retrouvées avec un taux de 42,5% suivies au deuxieme rang par
les atteintes unguéales (onychomycoses) avec un taux de 35 %. En ce qui concerne les

mycoses profondes, les préléevements d’urine sont les plus fréquents avec un taux de 37,5%.

D’aprés les résultats obtenus, notre étude révéle que les levures sont le groupe
fongique le plus isolé avec un taux de 47% et une prédominance des espéces Candida
albicans et Malassezia.sp. avec un taux identique de 36%. Concernant les dermatophytes,
nous avons noté une prédominance de Trichophyton rubrum qui vient au premier rang avec
un taux de 46%. Les moisissures sont les moins incriminées dans notre étude avec un taux de

10% et sont considérées dans la plupart des cas comme des contaminants.

Pour conclure ce travail, il est important de noter qu’un traitement efficace des
mycoses existe, cependant, les récidives restent fréquentes. Pour pallier a cela, certaines

régles d’hygiéne et des conseils avisés sont de mise.

Prévention

(1 Utiliser des savons acides dans les cas de dermatophyties, et des savons neutres ou

alcalins dans les cas de candidoses.
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O Couper les ongles regulierement, avec des ustensiles de manucure propres.

N Désinfecter (par I’eau de javel) les baignoires, les douches et les sols pour éviter

Contamination intra et interfamiliale.

0 Chez les personnes diabétiques (l'immuno-incompétence), un respect de 1’équilibre
glycémique sera indispensable. En effet, les champignons se développent rapidement en

présence de sucre.

O Veillez pratiquer une bonne hygiene.

| Ne partagez pas vos vétements, vos serviettes ou d'autres articles personnels.

O Portez des vétements propres tous les jours, en particulier des chaussettes et des sous-
vétements.

| Choisissez des vétements et des chaussures qui respirent bien. Evitez les vétements et

les chaussures trop serreés.

N Veillez-vous secher correctement avec une serviette propre et seche aprés la douche, le

bain ou la baignade.

O Portez des sandales ou des tongs dans les vestiaires au lieu de marcher pieds nus.
d Essuyez les surfaces partagees, comme les equipements de gym ou les tapis.
(1 Ne vous approchez pas des animaux qui présentent des signes d'infection fongique,

comme une fourrure manquante ou un grattage fréquent (Clere, 2011 ; Clere 2009, Seladi-
Schulman, 2020).
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Annexes

ANNEXE 1
» Les milieux de culture
MILIEU DE CULTURE COMPOSITION
-Glucose
-Peptone
Milieu Sabouraud Agar -Agar
-Eau distillée

Sabouraud -Chloramphénicol (S-C)

-Néo-peptone Difco.
-Glucose.

-Agar.

-Eau distillee.
-Chloramphenicol.

Sabouraud- Chloramphénicol- Actidione
(SCA)

Méme composant que (SC) + Actidione.

Pomme de terre carotte Bile (PCB)

-Pulpe de pomme de terre.
-Pulpe de carottes.

-Agar.

-Eau distillée.

-Bile.

PDA (Potato dextrose agar)

-Pomme de terre.
-Glucose.

-Agar.

-Eau distillée.
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ANNEXE 2

Matériels de préelevement et de recueil

Tubes a essai.
Boites de Pétri.
Bec bunsen.
Anses de platine.
Pipettes Pasteur.
Eau physiologique stérile.
Portoirs.

Lames et lamelles.
Ecouvillons.
Pince.

les ciseaux.
Micro-pipette.

Flacon stérile.

Les Colorants
Lactophenol.
Potasse.

Le bleu coton.
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ANNEXE 3

Annexes

Etablissement Hospitalier Didouche Mourad
Laboratoire central

Fiche de demande d’examens

Médecin traitant : .......ccceceveveniniennnns

Biochimie / Hémobiologie :

Glycémie
Urée
Créatinine
lonogramme
HbAc

FNS

TP

VS

Groupage +rh
CRP
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Abstract

A mycosis is a fungal infection caused by one or more species of parasitic or saprophytic
fungi. Fungal infections are often subdivided into so-called superficial infections,
subcutaneous mycoses and systemic mycoses. The diagnosis of fungal infections requires a
series of laboratory steps and efficient identification techniques leading to reliable results.
This prospective study was conducted over a period of one month from April 25 to May 27,
2021 and was carried out in the unit of Myco-parasitology, in the Central Laboratory of the
Hospital Establishment Didouche Mourad in Constantine. It includes all superficial and deep
samples taken or sent to the unit. During our work, 42 samples were taken, of which 30
samples were positive with a percentage of 71 %. Superficial mycoses (81%) are much more
frequent than deep mycoses (9%). Epidermomycoses are the most frequent since they
represent 42.5% of all superficial mycoses followed by onychomycoses (35%) and finally
Ringworms of the scalp (22.5%). The incriminated agents are yeasts and dermatophytes with
percentages close to 47% and 43% respectively, followed by molds with a low rate of 10%.
Dermatophytes are represented mainly by the species Trichophyton rubrum (46%) followed
by Microsporum canis (38%) and finally by Trichophyton violaceum (16%). As for yeasts,
they are dominated by a single Candida genus (64%) of which 36% represented by the

Candida albicans species

Key words: Mycosis; Dermatophytes; Yeasts; Trichophyton rubrum; Candida albicans.
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Intitulé:

Les infections mycosiques diagnostiquées au sein de
I’Etablissement Hospitalier Didouche Mourad

Une mycose est une infection fongique provoquée par une ou plusieurs espéces de
microchampignons parasites ou saprophytes. Les mycoses sont souvent subdivisées en infections
appelées superficielles, mycoses sous-cutanées et mycoses systémiques. Le diagnostic des
infections fongiques nécessite I’intervention d’une succession d’étapes au laboratoire et des
techniques d’identification efficaces aboutissant a des résultats fiables. Cette étude prospective a
été réalisée sur une période d’un mois du 25 Avril au 27 Mai 2021 et a été effectuée dans I’unité
de Myco-parasitologie, au sein du Laboratoire Central de 1’Etablissement Hospitalier Didouche
Mourad a Constantine. Elle inclut tous les prélevements superficiels et profonds prélevés ou
adressés a I’unité. Durant notre travail, 42 prélévements ont été réalisé, dont 30 prélévements
étaient positifs avec un pourcentage de 71 %. Les mycoses superficielles (81%) sont beaucoup
plus fréquentes que les mycoses profondes (9%). Les Epidermomycoses sont les plus fréquentes
puisqu’elles représentent 42.5% de [I’ensemble des mycoses superficielles suivies des
onychomycoses (35%) et enfin les Teignes du cuir chevelu (22.5%). Les agents incriminés sont les
levures et les dermatophytes avec des pourcentages proches 47% et 43% respectivement, suivis
des moisissures avec un faible taux de 10%. Les dermatophytes sont représentés essentiellement
par 1’espece Trichophyton rubrum (46 %) suivie de Microsporum canis (38%) et enfin par
Trichophyton violaceum (16%). Quant aux levures, elles sont dominées par un seul genre Candida
(64%) dont 36% représentés par 1’espéce Candida albicans.
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